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Inhibidores heterocclicos del enzima GSK 3 utiles en
el tratamiento de procesos neurodegenerativos e hi-
perproliferativos.
La invencion describe la inhibicion del enzima glu-
cogeno sintasa quinasa 3 (GSK 3) por una serie de
1,2,4-tiadiazolidin-3,5-dionas con posible aplicacion
dentro del ambito de la industria farmaceutica, fun-
damentalmente como farmacos para detener o paliar
procesos neurodegenerativos como la enfermedad de
Alzheimer, la diabetes mellitus no insulina depen-
diente y procesos hiperproliferativos como el cancer.
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DESCRIPCION
Inhibidores heterocclicos del enzima GSK 3 utiles en el tratamiento de procesos neurodegenerativos
e hiperproliferativos.
Sector de la tecnica
La presente invencion este dentro del ambito de la industria farmaceutica, y en concreto en la identi-
cacion de compuestos utiles en el tratamiento de patologas que cursen con la activacion de la protena
glicogeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) como la Enfermedad de Alzheimer y la diabetes mellitus no insulina
dependiente y en procesos hiperproliferativos.
Estado de la tecnica
La enfermedad de Alzheimer (EA), proceso neurodegenerativo caracterizado por un deterioro progre-
sivo de la funcion colinergica, produccion y deposicion de -amiloide y formacion de ovillos neurobrilares,
representa la forma mas comun de demencia en personas adultas, estando la cifra actual de sujetos afec-
tados a nivel mundial alrededor de los 23 millones de personas. Debido al progresivo envejecimiento de
la poblacion mundial, se estima que en el a~no 2020 la septima parte de la poblacion estara afectada por
esta enfermedad [Amaduci, L.; Fratiglioni, L. \Epidemiology of AD: Impact on the treatment", en
Alzheimer Disease: Therapeutic Strategies, E. Giacobini y R. Becker, Eds., Birha¨user, EEUU, 1994, pag
8] a menos que se encuentren estrategias terapeuticas que prevengan o detengan el proceso de neurode-
generacion.
Las investigaciones mas recientes en la busqueda de nuevos agentes terapeuticos se centran en dos
de las lesiones degenerativas encontradas en el cerebro de dichos enfermos [\Alzheimer Disease: From
molecular biology to therapy", E. Giacobini and R. Becker, Eds., Birha¨user, EEUU, 1996]: las placas
amiloides y los ovillos neurobrilares, intentando encontrar farmacos que eviten o realmente curen esta
enfermedad.
Se conoce que los ovillos neurobrilares estan formados por lamentos apareados en forma helicoi-
dal (PHF) cuyo principal componente es una protena asociada a microtubulos (MAP) denominada tau.
La protena tau de los enfermos de Alzheimer esta mucho mas fosforilada que en condiciones normales y
parece existir una correlacion clara entre la hiperfosforilacion de la protena tau con la perdida de las capa-
cidades cognoscitivas de estos pacientes [Grundke-Iqbal, I.; Iqbal, K.; Tung, Y.C.; Quinlan, M.; Wis-
niewski, H.M.; Binder, L.I., \Abnormal phosphorylation of the microtubule-associated protein tau in
Alzheimer cytoskeletal pathology", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83, 4913-4917; Grundke-Iqbal,
I.; Iqbal, K.; Quinlan, M.; Tung, Y.C.; Zaidi, M.S.; Wisniewski, H.M., \Microtubule-associated pro-
tein tau. A component of the Alzheimer paired helical laments", J. Biol. Chem., 1986, 261, 6084-6089;
Greenberg, S.G.; Davies, P.; Schein, J.D.; Binder, L.I., \Hydrofluoric acid-treated tau PUF proteins
display the same biochemical properties as normal tau.", J. Biol. Chem., 1992, 267, 564-569]. La primera
consecuencia de la hiperfosforilacion de la protena tau es la despolimerizacion de los microtubulos [Mo-
reno, F.J.; Medina, M.; Perez, M.; Montejo de Garcini, E.; Avila, J., \Glycogen sintase kinase 3
phosphorylation of dierent residues in the presence of dierent factors: Analysis on tau protein", FEBS
Lett., 1995, 372, 65-68], que conduce a la degeneracion neuronal. Por lo tanto, los inhibidores selectivos
de la quinasa de la protena tau, si los hubiera, se presentan como nuevos agentes terapeuticos especcos
para la enfermedad de Alzheimer, capaces de evitar la formacion de, ovillo neurobrilar y en consecuencia
los da~nos cerebrales originados por su deposicion.
La busqueda de inhibidores de las quinasas de la protena tau es un campo de gran interes actual. No
se conocen todava todas las quinasas que hiperfosforilan a tau, pero si se sabe que la glicogeno sintasa
quinasa 3 (GSK-3) esta implicada en este proceso [Lovestone, S.; Hartley, C.L.; Pearce, J.; Ander-
ton, B.H., \Phosphorylation of tau by glycogen synthase-3 in intact mammalian cells: the eects on the
organization and stability of microtubules", Neuroscience, 1996, 73, 1145-1157; Wagner, U.; Utton, M.;
Gallo, J.M.; Miller, C.C., \Cellular phosphorylation of tau by GSK-3b influences tau binding to mi-
crotubules and microtubule organisation", J. Cell. Sci., 1996, 109, 1537 -1543; Ledesma, M.; Moreno,
F.J.; Perez, M.M., Avila, J., \Binding of apolipoprotein E3 to tau protein: eects on tau glycation,
tau phosphorylation and tau-microtubule binding, in vitro", Alzheimer Res., 1996, 2, 85-88]. Por tanto
se abre la posibilidad de utilizar inhibidores de dise~no de la GSK-3 como agentes terapeuticos en la en-
fermedad de Alzheimer. Hasta el momento no se conocen compuestos con dicha capacidad inhibitoria
y solo se conoce la influencia que el litio tiene sobre la actividad de dicho enzima [Mu~noz-Monta~no,
J.R.; Moreno, F.J.; Avila, J.; Diaz-Nido, J., \Lithium inhibits Alzheimer’s disease-like tau protein
phosphorylation in neurons", FEBS Lett., 1997, 411, 183-188].
2
ES 2 166 328 B1
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
En nuestro grupo de trabajo se tiene una gran experiencia por una parte, en el dise~no y sntesis
de nuevos farmacos (IQM) y por otra, en el aislamiento, caracterizacion y evaluacion de la actividad
biologica de GSK-3 (CBM). Por ello, el trabajo conjunto de ambos laboratorios, nos ha permitido muy
recientemente descubrir una familia de compuestos heterocclicos de sntesis con actividad inhibitoria de
la GSK-3 a nivel micromolar.
Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion
La invencion se dirige a la actividad enzimatica frente a quinasas de los compuestos de formula general
I:
donde:
R1 y R2 son elegidos independientemente entre el grupo consistente en hidrogeno, alquil, cicloalquil,
haloalquil, aril, -(Z)n-aril, heteroaril, -OR
3, -C(O)R3, -C(O)OR3, -S(O)t-,
Z son elegidos independientemente entre el grupo consistente en -C(R3)(R4)-, -C(O)-, -O-, -C(=NR3)-,
-S(O)t-, N(R
3)-,
t es cero, uno o dos
R3 y R4 son elegidos independientemente entre el grupo consistente en hidrogeno, alquil, aril
X e Y son elegidos independientemente entre el grupo consistente en =O, =S, =N(R1).
Descripcion de la invencion
Deniciones
A menos que se especique lo contrario, los siguientes terminos tienen el siguiente signicado:
\Alquil" se reere a un radical de cadena hidrocarbonada lineal o ramicado consistente solamente en
atomos de carbono e hidrogeno que no contienen insaturaciones, teniendo de uno a ocho atomos
de carbonos y que esta unido al resto de la molecula por un enlace sencillo, por ej.: metil, etil,
n-propil, i-propil, n-butil, t-butil, n-pentil, etc. Los radicales alquilo pueden estar opcionalmente
sustituidos por uno o mas sustituyentes independientemente seleccionados del grupo consistente en
halogenos, hidroxilo, alcoxidos, carboxi, ciano, carbonil, acil, alcoxicarbonil, amino, nitro, mercapto
y alquiltio.
\Alcoxi" se reere a un radical de formula -ORa donde Ra es un radical alquilo como se ha descrito
arriba, por ej.: metoxi, etoxi, propoxi, etc.
\Alcoxicarbonil" se reere a un radical de formula -C(O)ORa donde Ra es un radical alquilo como se
ha descrito arriba, por ej.: metoxicarbonil, etoxicarbonil, propoxicarbonil, etc.
\Alquiltio" se reere a un radical de formula -SRa donde Ra es un radical alquilo como se ha descrito
arriba, por ej.: metiltio, etiltio, propiltio, etc.
\Amino" se reere a un radical de formula -NH2.
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\Aril" se reere a un radical fenilo o naftilo. El radical arilo puede estar opcionalmente sustituido por
uno o mas sustituyentes seleccionados entre el grupo consistente en hidroxi, mercapto, halogenos,
alquil, fenil, alcoxi, haloalquil, nitro, ciano, dialquilamino, aminoalquil, acil y alcoxicarbonil como
son denidos aqu.
\Acil" se reere a un radical de formula -C(O)-Ra y -C(O)-Rb donde Ra es un radical alquilo como se ha
descrito arriba, y Rb es un radical arilo como se ha descrito anteriormente, por ej.: acetil, propionil,
benzoil, y semejantes.
\Carboxi" se reere a un radical de formula -C(O)OH.
\Ciano" se reere a un radical de formula -CN
\Cicloalquil" se reere a ciclos estables de 3- a 10- miembros monocclicos o bicclicos que estan saturados
o parcialmente saturados y que estan formados exclusivamente por atomos de carbono e hidrogeno.
Este termino tambien incluye radicales cicloalquilo que pueden estar opcionalmente sustituidos por
uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo consistente en alquil, halogeno,
hydroxi, amino, ciano, nitro, alcoxi, carboxi y alcoxicarbonil.
\Halogenos" se reere a bromo, cloro, lodo o fluor.
\Haloalquil" se reere a un radical alquilo, como ha sido denido arriba, que esta sustituido por uno o mas
halogenos, como tambien han sido denidos, por ej.: trifluorometil, triclorometil, 2,2,2-trifluoroetil,
1-fluorometil-2 -fluoroetil, y semejantes.
\Heterociclo" se reere a un radical heterociclico. El heterociclo se reere a un ciclo estable de 3- a
15- miembros consistente en atomos de carbono y de uno a cinco heteroatomos seleccionados del
grupo consistente en nitrogeno, oxgeno y azufre. Para los propositos de esta invencion, el heterociclo
puede ser un sistema monocclico, bicclico o tricclico que puede incluir anillos fusionados, y que los
atomos de nitrogeno, carbono, o azufre puedan estar opcionalmente oxidados, el atomo de nitrogeno
puede estar opcionalmente cuaternizado, y el heterociclo puede estar parcial o totalmente saturado
o aromatico. Ejemplos de estos heterociclos incluyen, pero no limitan, a azepinas, benzimidazol,
benzotiazol, furano, isotiazol, imidazol, indol, piperidina, piperazina, purina, quinolina, tiadiazol,
tetrahidrofurano. El heterociclo puede estar opcionalmente sustituido por R3 y R4 como se han
denido en el resumen de la invencion.
\Mercapto" se reere a un radical de formula -SH.
\Nitro" se reere a un radical de formula -NO2.
La invencion se dirige a la actividad enzimatica frente a quinasas de los compuestos de formula general
I:
donde:
R1 y R2 son elegidos independientemente entre el grupo consistente en hidrogeno, alquil, cicloalquil,
haloalquil, aril, -(Z)n-aril, heteroaril, -OR
3, -C(O)R3, -C(O)OR3, -S(O)t-,
Z son elegidos independientemente entre el grupo consistente en -C(R3)(R4)-, -C(O)-, -O-, -C(=NR3)-,
-S(O)t-, N(R
3)-,
t es cero, uno o dos,
R3 y R4 son elegidos independientemente entre el grupo consistente en hidrogeno, alquil, aril
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X e Y son elegidos independientemente entre el grupo consistente en =O, =S, =N(R1)
Preparacion de los compuestos de la invencion
Los compuestos de la invencion pueden ser sintetizados por un procedimiento general descrito previa-
mente por nosotros [Martinez, A.; Castro, A.; Cardelus, I.; Llenas, J.; Palacios, J.M. Bioorg. Med.
Chem., 1997, 5, 1275-1283].
En concreto, los compuestos de formula (1) recogidos en la Tabla I, se prepararon segun el esquema
1, utilizando la reactividad de los cloruros de N-alquil-S-[N’-(clorocarbamoil)amino]isotiocarbamoilos con
distintos isocianatos de alquilo. El proceso de cloracion de isotiocianatos se lleva a cabo por adicion
de una cantidad equimolecular de cloro sobre una disolucion del isotiocianato en cuestion a -15C. La
posterior reaccion del cloruro de iminocloroalquilsulfenilo formado con alquilisocianatos bajo atmosfera
de nitrogeno y posterior hidrolisis, condujo a las tiadiazolidindionas descritas en la tabla 1.
Utilidad de los compuestos de la invencion
Los compuestos de esta invencion pueden ser utiles en el tratamiento de enfermedades neurodegenera-
tivas asociadas a la patologa de la protena tau, especialmente para la enfermedad de Alzheimer y forma
parte de la presente invencion. La accion inhibitoria de estos compuestos frente al enzima GSK-3 los
convierte en prototipos unicos para dise~nar compuestos que impidan la formacion de los ovillos neuro-
brilares presentes en dicha neurodegeneracion. Estos compuestos presentan inhibicion selectiva de GSK-3
frente a PKA, PKC y CK-2 por lo que se eliminan muchos de los efectos generalizados de inhibicion de
quinasas no especcas.
Ademas, estos compuestos pueden resultar de gran utilidad en el tratamiento de enfermedades hiper-
proliferativas, como displasias y metaplasias de diferentes tejidos, psoriasis, arterioesclerosis, restenosis y
cancer, debido a su capacidad inhibitoria del ciclo celular.
Ejemplos
Ejemplo 1
Inhibicion enzimatica de los compuestos de la invencion
Inhibicion de GSK-3: La actividad GSK 3 se determina incubando una mezcla de enzima GSK 3
(Sigma) una fuente de fosfatos y un sustrato de GSK 3 en presencia y ausencia del compuesto a ensayar,
y determinando posteriormente la actividad del enzima GSK 3 de esta mezcla.
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Concretamente, la actividad GSK 3 se determina mediante la incubacion del enzima a 37 C durante
20 minutos en un volumen nal de 12 l de buer (50 mM tris, pH = 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
1 mM DTT, 10 mM Cl2Mg) suplementado con 15 M (concentracion nal) del peptido sintetico GS 1
(Woodgett, J. R. \Use of peptides for anity purication of protein-serine kinases", Anal. Biochem.,
1989, 180, 237-241) como sustrato, 15 M de ATP, 0.2 Ci de [γ−32P]ATP y distintas concentraciones
del compuesto a ensayar. La reaccion se termina a~nadiendo una alicuota de la mezcla de reaccion en
papeles de fosfocelulosa p81. Estos papeles se lavan 3 veces con acido fosforico al 1 % y la radioactividad
incorporada en el peptido GS 1 se mide en un contador de centelleo lquido.
Los siguientes compuestos mostrados en la Tabla 1 son representativos de la inhibicion enzimatica de
GSK 3 objeto de la invencion cuya concentracion inhibitoria 50 (IC50) (concentracion a la que se produce
un 50 % de inhibicion de la actividad enzimatica) se muestra a continuacion Tabla 1
TABLA 1
R1 R2 X Y IC50(M)
CH2Ph Me O O 1
Et Me O O 5
Et nPr O O 10
Et Ciclohexilo O O 10
Inhibicion de protena quinasa A (PKA): La potencial inhibicion de este enzima se ha evaluado deter-
minando la fosforilacion de la estathmina por la protena quinasa A (PKA). La estathmina fue puricada
siguiendo el metodo descrito por Belmont y Mitchinson (Belmont, L. D.; Mitchinson, T. J. \Identi-
cation of a protein that interact with tubulin dimers and increases the catastrophe rate of microtubule",
Cell, 1996, 84, 623-631).
Concretamente, en este caso se ha utilizado PKA puricada (Sigma, subunidad cataltica de corazon
bovino (p 2645)) y 10-15 g de substrato (estathmina) en un volumen total de 25 l de una solucion
tamponada adecuadamente conteniendo 20 M (γ−32P)ATP. El ensayo de la protena quinasa depen-
diente de cAMP (100 ng/reaccion) se realizo en 50 l de 25 mM Hepes, pH 7.4, 20 mM MgCl2, 2 mM
EGTA, 2 mM ditiotreitol, 0.5 mM Na3VO4. Despues de la reaccion, se a~nade tampon de ruptura, se
hierve a 100C durante 5 min. y la protena fosforilada se caracteriza mediante una electroforesis en gel
y se cuantica por autoradiografa.
En estas condiciones ninguno de los compuestos de formula general (I) ensayados resultaron ser inhi-
bidores de la PKA.
Inhibicion de protena quinasa C (PKC): La potencial inhibicion de este enzima se ha evaluado deter-
minando la fosforilacion del peptido AH1 (PANKTPPKSPGEPAK) (Woodgett, J. R. \Use of peptides
for anity purication of protein-serine kinases", Anal. Biochem., 1989, 180, 237-241) y la protamina
por la protena quinasa C (PKC) utilizando fosfatidil serina como agente estimulante y se procede exac-
tamente igual que en el caso de la GSK-3.
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Concretamente, en este caso se ha utilizado PKC puricada de cerebros de rata segun el metodo
descrito por Walsh (Walsh, M. P.; Valentine, K, A.; Nagi, P. K.; Corruthers, C. A.; Hollenberg,
M. D. Biochem. J., 1984, 224, 117-127) y 1-10 mM de substrato en un volumen total de 25 l de una
solucion tamponada adecuadamente conteniendo 10 M (γ−32P)ATP.
En estas condiciones ninguno de los compuestos de formula general (I) ensayados resultaron ser inhi-
bidores de la PKC.
Inhibicion de casein quinasa 2 (CK2): La actividad fosforilante del enzima frente a la esthamina se
ha determinado utilizando CK2 puricada de cerebro bivino segun el metodo establecido por Alcazar
(Alcazar, A.; Marn, E.; Lopez-Fando, J.; Salina, M. \An improved purication procedure and pro-
perties of casein kinase II from brain", Neurochem. Res., 1988, 13, 829-836) con 3.6 M de sustrato en un
volumen total de 25 l de la solucion tamponada conteniendo 20 M (γ−32P)ATP. Los ensayos con CK2
se llevaron a cabo con estathmina como sustrato (ver determinacion de PKA) en 50 l de 25 mM Hepes,
pH 7.4, 20 mM MgCl2, 2 mM EGTA, 2 mM ditiotreitol, 0.5 mM Na3VO4, y 100 ng de CK2 puricada.
Despues de la reaccion, se procede como en el caso de la PKA.
En estas condiciones ninguno de los compuestos de formula general (I) ensayados resultaron ser inhi-
bidores de la CK2.
Ejemplo 2
Cultivos celulares y analisis del crecimiento de neuritas despues del tratamiento con drogas
Las celulas en cultivo se mantienen rutinariamente en un medio Dulbecco (DEMEM) con un 10 % de
suero fetal bovino, glutamina (2 mM) y antibioticos. Para analizar el posible efecto de la inhibicion de
GSK-3 \in vivo", se realizaran cultivos de neuroblastoma de raton N2A (Garcia-Perez, J.; Avila, J.;
Diaz-Nido, J. \Lithium induces morphological dierentation of mouse neuroblastoma", J. Neurol. Res.,
1999, 57, 261-270), a los que se a~nadieron los compuestos a analizar (Tabla I). Esta lnea celular tiene la
particularidad de generar un cierto fenotipo neuronal (se generan extensiones neurticas) tras la adicion
de cloruro de litio (10 mM), un inhibidor de GSK3. Despues de 2-3 das en cultivo se comprobo el efecto
de los compuestos testados, observandose la generacion de extensiones neurticas al igual que cuando
a~nada lition en las celulas control, conrmandose \in vivo" el efecto inhibidor de estos compuestos sobre
la GSK-3.
Ejemplo 3
Bloqueo del ciclo celular
En paralelo se estudio la posible interferencia en el ciclo celular de estos compuestos en celulas tipo
broblastos como 3T3, COS y N2A. Las celulas en cultivo se mantienen rutinariamente en un medio
Dulbecco (DEMEM) con un 10 % de suero fetal bovino, glutamina (2 mM) y antibioticos.
Los compuestos de formula general (I) mostrados en la Tabla 1 fueron ensayados en estas condiciones
descritas y mostraron inhibir la division celular en tres lneas celulares diferentes (COS, 3T3 y N2A) con
una potencia similar en todos los casos estudiados a unas concentraciones de inhibidor comprendidas
entre 100 nM y 1 M. La parada celular empieza a observarse a concentraciones entre 100-200 nM y
totalmente efectiva a concentracion 1 M. Los compuestos ensayados, ademas no resultaron toxicos en
cultivos de broblastos MRC5 en fase estacionaria tras 10 das de exposicion continuada a los inhibidores.
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REIVINDICACIONES
1. Los compuestos de formula general I:
donde:
R1 y R2 son elegidos independientemente entre el grupo consistente en hidrogeno, alquil, cicloalquil,
haloalquil, aril, -(Z)n-aril, heteroaril, -OR
3, -C(O)R3, -C(O)OR3, -S(O)t-,
Z son elegidos independientemente entre el grupo consistente en -C(R3)(R4)-, -C(O)-, -O-, -C(=NR3)-,
-S(O)t-, N(R
3)-,
t es cero, uno o dos
R3 y R4 son elegidos independientemente entre el grupo consistente en hidrogeno, alquil, aril
X e Y son elegidos independientemente entre el grupo consistente en =O, =S, =N(R1)
2. Uso de los compuestos segun la reivindicacion 1 en la preparacion de medicamentos con actividad
terapeutica.
3. Uso de los medicamentos con actividad terapeutica segun la reivindicacion 2 en el tratamiento de
enfermedades mediadas por la proteina GSK-3 como es la enfermedad de Alzheimer.
4. Uso de los medicamentos con actividad terapeutica segun la reivindicacion 2 en el tratamiento de
enfermedades mediadas por la proteina GSK-3 como es la diabetes mellitus no insulina dependiente
5. Uso de los medicamentos con actividad terapeutica segun la reivindicacion 2 en el tratamiento de
enfermedades hiperproliferativas pertenecientes al siguiente grupo: cancer, displasias y metaplasias de
diferentes tejidos, psoriasis, arteriosclerosis y restenosis.
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